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Tóm  ắ :   o       ê   ứ   ày   ú   t   đã t o dò   và b ể       t à         e e eltA ã       o t ể  
đ   v    đ   t         v        E. coli trong t  bào   ả b    E. coli B 21 (DE3).  o    e e eltA          
t  D  t           E. coli t   đ    t              t ê    ảy         t         b   t     đ         v   
t     t   e e đ         b  t ê        à    e e ( ã   :   1   .1)  t o   đ        e e  ã       o t ể  
đ   v        đ   t     (  - )         t         b   ã        ỗ   o y e t de dà  2       o    d  t     
đ        v      ỗ   o y e t de đ         b  t ê   e B    ( ã   :    246  .1). P    t    đ    d  SDS 
  o t ấy   ote   d        6x   -LT-                     tử   oả   3   D .  
Từ khóa: eltA      đ   t                  t  E. coli 
1 Đặ  vấn đề 
         E E  (E te otox  e    Escherichia coli)   y t ê    ảy ở       và đ    v t do    
  ả  ă   t  t     á   o   đ   t    y      o     ứ   ă      yể           và      ở    t d   đ   
     t            ấ  t   đ         [3 .  á   o   đ   t   ày b o    : đ   t           t ( e t 
stable enterotoxins - S  ) và đ   t                 t ( e t   b  e e te otox    -    ).    t        
         t (heat   b  e tox  )    t      á      yê          y t đ    t     ả  ă     y t ê    ảy 
         v        E. coli   y b    đ        t (E E ) [1  6 .     t                 t    b o 
      t t ể  đ   v                  2   D  và   t ể  đ   v  B   ỗ  đ   v                11   
 D . S            B   ú  đ   t  bá  vào t  bào b ể       t t          đ    đ y vào bê  t o   
t  bào   à   o t     e zy e  de y  te  y    e.     e zy e  de y  te  y    e  o t     t     MP 
vò       bào tă    ê  d   đ   ứ       ấ  t     + ở t  bào   ê         t  tă   bà  t  t   - vào 
 ò      t   à    o á      t    t ấ  t o    ò      t tă        .       ả  à  t                
t  t o   t  bào đ     éo      oà   ò      t để     bằ   á      t    t ấ    ữ  t o   và   oà  t  
bào    y t ê    ảy [1 .   ê  v   x    o     á   t ể   á   đ   t    o đ    v t    t ể         tá  
        đ   t .    v y,   ú   t   t     à       ê   ứ    ằ  t o      á      yê  tá  t       t o 
n        yê        ả  x ất v   x    o     á   t ể  ử d    t o     ò   và t   b    do E. coli   y 
ra.  
M   t ê          ê   ứ   ày   ằ  t o dò   và b ể        e e eltA ã       o t ể  đ   
v    đ   t              t  E. coli   y t ê    ảy ở     để  à     yê         o  ả  x ất v   x   và 
  á   t ể   á   E. coli   y t ê    ảy ở    . 




2 Vậ  li   v  phương pháp nghiên cứ  
2.1 Ng  ên vậ  li   
M        đ    t        t      t ê    ảy t      ề  đ            á       ở         ê  
   .       v        E. coli TOP10, BL21(DE3), vector pGEM®-T Easy (Invitrogen), vector 
pET200/D- OPO (I v t o e )    t tá       t  D  t      : QI    ® DNA Stool Mini Kit (50) 
(Q   e )    t t          e :   t I o  te II P R   d  e  (B o   e) và   t tá       t       d tá  t  
    (EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps Kit  BS6141 (B o B  e I  )) và   t        
  ất t     d      á . 
2.2  hương pháp nghiên cứ  
Thu thập mẫu phân lợn tiêu chảy: M        (1     )         b  t ê    ảy       đ    đ ều 
tr  bằng thu     á        đ  c thu bằ    á   dù   tă  b      oáy     vào          b  tă  
b    vào  ng falcon chứ     t       B và    yển về      t    ở   ò   M ễn d ch h   và v c 
xin, Vi             sinh h     i h c Hu . 
Phân lập gene eltA :  D  t           E. coli   y t ê    ảy ở     (t  1           ) đ    
tá       t bằ   QI    ® D   Stoo  M      t (  ) (Q   e ).         đ        dù   để t   
      e e eltA đ    t   t    d   t ê  t     t      eot de đ         b  t ê        à    e e t   
     v   ã    e B     à   1   .1 (Bả   1).  
  à          ả  ứ   P R b o    : 12   µ  2 x P R   te  M x (2 4 M d  P ỗ   o    
  3 đ   v      D    o y e   e (  e  o)  1 µ      x    Pe t F (1    o /µ )  1 µ            
Pe t R (1    o /µ )  1 µ   D           và     µ       t        t. P R đ    t         t o   
 áy          t (MJ     TM Pe  o      e      y  e   B oR d) v       t              t        : 
b    t     e o e    o  /    út; t    đ    à 3       ỳ:  4 o  /1   út     o  /1   út và  2 oC /1 
  út;       ù    à  2 o  /1    út. Sả       P R đ      ể  t   bằ   đ    d      o e  e  1   
v   t           et yd    b o  de (    µ / ) và      t         ả   đ    d  bằ      t      e  
Documentation (BioRad). 
Bảng 1.   à            eot de  á     dù   t o     ả  ứ   P R t         e e eltA 
Tên mồi Trình  ự n cleo ide ch ỗi mồi (5’→3’) Độ d i sản phẩm  CR  
PeltAF ATGATATATAAGTTTTCCTCGATG 
798 bp  
PeltAR CATAATTCATCCCGAATTCTG 
Tạo dòng gene: Sản ph m PCR (3 m u trong s  100 m        đã đ  c kiểm tra bằng PCR 
v i c p m   đ c hi u) sau khi tinh s ch bằng Kit I o  te II P R   d  e  (B o   e) đ  c t o dò   
trong vector pGEM®-  E  y (I v t o e ) t eo          á  dò          (  -  o    )  t à   
ph n phản ứng g n bao g m: 50 ng vector pGEM®-  E  y    µ  đ    3 đ   v  T4 DNA ligase, 40 
ng sản ph   P R      đ  b          c cất v  t ù   để đ t thể t          ù   1  µ     ản ứng 
đ  c   ở 25 oC trong 1 gi       đ        đê  ở 4 oC. Sản ph m g       đ  đ  c bi n n   vào t  
bào E. coli TOP10 bằ            á      b  n n    t ể b        đ             bằ          




  á            x    - t     t ê      t   ng ch n l c v   t à      n: 0,5 %  d ch chi t nấm 
men + 1 %  Tryptone + 1         + 1           + 1   µ /              + 1    M IP   + 2  
mg/ml X–    và   ểm tra bằ      t   t P R v    á         đ c hi u cho gene eltA và v i c p 
m   M13 (M13F:  ’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3´ và M13R:  ´                 -3´) 
đ  c thi t k  sẵ  t ê  vector pGEM®-T Easy. 
S       tá       t  D        d tá  t  h p bằng EZ-10 Spin Column Plasmid DNA 
Minipreps kit, BS6141 (Bio Base INC), gử  đ       t    t     t  nucleotide c a gene eltA ở      
ty 1 t B SE  M   y    t              ty        át t  ể       ngh  ứng d ng Vi t Nam 
VNDAT bằ            á  d deoxy te     to  t ê  áy  BI 313      y   .   t quả giả  t     
t   e e đ         t    bằng ph n mề  B oEd t và  o  á   ứ  đ  t     đ ng v   t     t  đã 
đ         b  t ê        à    e e  BI. 
Biểu hiện gene trong vector pET200/D-TOPO:  ù    e e t        t ể  đ   v        đ   t  
       E. coli (LT- ) đ          à  vù   đ    để t   t           t         e e eltA (   ã    
 e B     à   1   .1).       t       đ    b       vào      đ    ’     e e   ú  t o dò   
đ            o  ả       P R vào ve to   E 2  /D- OPO (I v t o e ) đ    t   t             
   (ove     )      (Bả   2). 
Bảng 2.   à           e  dù   t o     ả  ứ   P R t        đo    e e ã     t ể  đ   v   
    ote   đ   t     
Tên mồi Trình  ự n cleo ide ch ỗi mồi (5’→3’) 
Độ d i sản phẩm  CR  




 e to  tá  t  h p pGEM®-T/eltA đ  c sử d     à          u cho phản ứng PCR thu 
nh n gene eltA để th c hi n phản ứng g   vào ve to   E 2  /D- OPO.   à      n phản ứng 
PCR bao g m:  e to  tá  t  h p pGEM®-T/eltA (     )  1 µ     x     o oe t F (1    o /µ )  1 µ  
m       c PeltAR (10 pmo /µ )    µ  1  x đ   P R  1 µ  d  P (1    o /µ )  E zy e  f  ( U/µ )  
   c cất v  t ù     o đ     µ . P ản ứ   P R đ  c th c hi n v i chu kỳ          t        : b    
t    D      C /    út; t    đ    à 3       ỳ: 94 oC /1   út     oC /1   út và  2 oC /1   út;    i 
 ù    à  2 oC /1    út. P R t  c hi   t ê  áy MJ-MiniTM Personal Thermal Cycle, Bio-R d và đ  n 
di kiể  t   t ê   e      o e 1 . 
Sản ph   P R đ  c c t    t ê   e      o e 1    và t      ch bằng Kit Isolate II PCR and 
 e  (B o   e)      đ  g   vào ve to   E 2  /D-TOPO mang promoter T7 (Invitrogen, M ). 
  à      n phản ứng g n bao g m: 8 ng DNA, 20 ng vector pET200/D- OPO  1 µ  đ m g n, b  
        c cất v  t ù   để đ t thể t      ản ứ    à 6 µ .    n nhẹ và   ở 25 oC t o   6    út  
    đ    n ở 4 oC     đê . Sản ph m g       đ  đ  c bi n n   vào t  bào E. coli ch ng 
BL21(DE3) c    ã   I v t o e  bằng phản ứ       b  n n p v   t à      n bao g m: 3 µl 
phản ứng g n, 50 µl t  bào E. coli và 2   µ     t   ng SOC (2 % tryptone; 0,5 % d ch chi t nấm 
men; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4 và 2  M     o e;     ) [4]. 
Sả       b        đ     ấy t ả  t ê  đ    et     ứ      t       B đ   (1    t y to e; 
      d        t  ấ  e  và 1      ; 1               )    b       1   µ /        y    và 
  ở 3  o      đê  [4]. Vector pET200/D- OPO            ả  ă   t  đ    vò    do đ    ữ   




t  bào E. coli      đ    t ê     t               ( B +      y   ) đề      ve to   E 2  /D-
 OPO tá  t      v    ả       P R [5]. S       t      e e eltA t o   t  bào E. coli đ      ể  
t   bằ   P R. 
 á  t  bào E. coli B 21(DE3)      ứ  ve to  b ể             e e eltA  đ         t o   
b    t     á  v   2          t       B         1   µ /        y    ở 3  o   t   đ      2   
vò  /  út.       t đ  t  bào     d          ấy đ t t   OD600 = 1   t   b       IP        đ  1 
 M và      t    ở 3  o . S             ấy            t  bào đ    t        bằ    á    y t   
6.    vò  /  út t o   1    út ở 4 o .    bào E. coli đ      á vỡ t o       đ    BB (2   M 
NaH2PO4, 2,5 M NaCl, 10 mM Imidazol,  pH 8,0) + 1 %  Triton X - 1   + 1   /    y ozy e)    
t o   đá 6    út      đ    ê     t o       út.      t eo  y t   1 .    vò  /  út t o   1    út 
ở 4 o  t   d      ote   t           bào      ứ    ote   d        6x   -LT- . P ote   tá  t      
LT-  ở d    d        đ    t         bằ    e  P oBo dTM Purification System kit (Invitrogen, 
US ). Mứ  đ  b ể         ote   đ         t    bằ   đ    d  t ê   e   o y   y    de 1     ứ  
SDS. Bằ    á    e  đ          v    oo     e B  e R250 và      ả   đ         t    bằ        
 ề  Q    ty O e (ve  4.1  B o-Rad). 
3 Kế  q ả v   hảo l ận 
3.1 Tách chiế  ADN  ổng s  của vi kh ẩn E. coli  ừ mẫ  phân 
 D  t           E. coli đ    tá       t t  1           bằ   QI    ® DNA Stool Mini 
Kit (  ) (Q   e ).   ất        ả        D  đ      ể  t   bằ   đ    d  t ê   e      o e 1 %. 
  t   ả đ    t     bày t ê       1. D  t         o      đ    o   õ  ét        b  đứt   y.  
 
Hình 1.   t   ả tá       t D  t           v        E. coli đ    tá       t t         . M:            
     tử D        (   -1 .    b )  1  2 và 3: D  t        á       á       
3.2  hân lập gene eltA m  hóa cho  i   đơn vị A độc    LT  
Gene eltA (    ã      1   .1 t ê   e B   )  ã       o t ể  đ   v    đ   t         E. 
coli       ề  dà   34 b .        t   t      ằ  để t         e e eltA b t đ   t      eot de t ứ 
13  đ    34 b  v    ả       P R       ề  dà  t eo t    toá     t  y t  à     b .  o    e e 




 ày      ứ  vù    ã     t o t ể             đ   t  LT (vù    DS)       ề  dà      b  (t  v  
t       eot de 1   đ    34) v   đo    e t de t         ằ  t  v  t   1   đ   211 b    ã     t o 
t à      ỗ   e t de dà  2       o    d và                    tử     t    2  3   D . S       
tá       t  D  t       và t           ả  ứ   P R           e e eltA v           đ         
 ả       P R đ    đ    d    ể  t   t ê   e      o e 1      t   ả đ    d  t ể      ở      2. 
  t   ả đ    d    o t ấy  ả       P R  e e eltA     E. coli         t       oả    1  b  
  o      o v        t     t    toá     t  y t      e e eltA v           đ        Pe t F và 
Pe t R   ở d          t      ày  à do đ   t        e zy e     D    o y e   e xú  tá    o 
  ả  ứ   P R      ả  ă       t ê   de   e vào đ   3’      e e (t     t   ày    t ể  ê  đ   
200 bp). M t   á    ả       P R   o  t bă   đ     ất       ất       t t     đ           ề  
            t         . Do v y  b    đ     ú   t        đ     ằ   toà  b    y t       ả  ứ   
P R  à       xá  t  t   t            t         t và  á  b    t        . 
 
Hình 2. Ả   đ    d    ể  t    ả       P R v          đ          o  e e eltA t ê   e      o e 1 . 
      M:            t           D  1   -1    b ;       1  2 và 3:  ả       P R      e e eltA đ    
         t  D  t       tá       t t  v        E. coli 
3.3 Tạo dòng v  phân  ích  rình  ự gene eltA của E. coli 
Sả       P R ( e e eltA)         t         đ        vào ve to    EM®-T Easy theo 
         á     d    xú  tá      e zy e      e  4 ở 4 oC và b        vào t  bào E. coli TOP10. 
S       d         e e eltA t o   t  bào E. coli  OP1  đ      ể  t   bằ     ả  ứ   P R v       
    đ        (Pe t F và Pe t R) và         M13 đ    t   t    ở     đ   vù   t o dò   t ê  
ve to  v              à  D        d tá   t   á  dò             t                      ê . 
  t   ả tá       t  D        d   ỉ   o  t bă   d y   ất và  ả       P R   o t ấy đã x ất 
     bă   đú   v        t      ả       P R          b   đ   ( 1  b ) đ   v           đ   
     (     3) và           oả   2   b  đ   v          M13 (1 1  b ) (     4).  





Hình 3. Ả   đ    d   ả             d t   á  dò   d     t    và   t   ả P R v          đ          o 
gene eltA t           D        d tá  t      t   đ    t ê   e      o e 1  .      M1:            
t           D  (    – 1     b ;       M2:            t           D  (1   – 1    b );       1 và 2: 
      d đ    tá       t t      dò   d     t    
 
Hình 4. Ả   đ    d    ể  t    ả       P R v          M13 t ên gel agarose 1 %.      M:            
t           D  (1   – 1    b );       1 và 2:  ả       P R (b o          t          e e e t  +      
t     do        M13        đ   t ê  ve to    EM   oả   2   b ) t  2       d đ    tá      t      
dò   d     t      ác nhau 
K t quả      t    t     t  nucleotide cho thấy đo n gene eltA          đ  c t  ADN c a 
E. coli   y b    t ê    ảy ở l           t   c 798 bp (bao g m cả b  ba k t t ú ) và t     đ ng 
99 %  v   đo n gene eltA đã đ         b  t ê        à    e e v   ã      1   .1 (      ). S  
t  y đ i nucleotide c a gene eltA đã  à  ả     ở   đ   t     t      o    d đ    ã     (     
6)  t o   đ     4 v  t       o    d b  thay th  theo thứ t   à:        e (R) đ  c thay th  bằng 
 y   e ( )            ( ) đ  c thay th  bằ        t te (D)     t   te (E) đ  c thay th  bằng 
 y   e ( ) và      t te (D) đ  c thay th  bằng Asparagin (N). S    á  b  t  ày    t ể  à do  á  
bi n thể xảy ra t     ê  t o   v      n E. coli   y t ê    ảy ở l n ở  á  vù   t         á  
nhau. Tuy    ê     t quả t     t      o    d   o đ  t     đ ng cao v   t     t       b  t ê  
      à    e e t   gi    à     . 





Hình 5. Mứ  đ  t     đ      ữ   e e eltA do   ú   t            v    e e eltA  
đã đ         b  t ê   e B    ( ã   :   1   .1 ) 





Hình 6. Mứ  đ  t     đ        t     t      o    d       ote      -  do   ú   t             
và   ote     -  đã đ         b  t ê  e b    ( ã   :   246  .1) 
3.4 Bi   hi n gene eltA  rong  ế b o khả biến E. coli BL21 (DE3) 
      t   e e eltA đ    t        bằ     ả  ứ   P R v            o oe t F và Pe t R 
t            ve to    EM®-T/eltA đ    t o dò   t o   ve to   E 2  /D- OPO     đ  b    
    vào t  bào E. coli B 21 (DE3) bằ            á      b       .  á                 ve to  
b ể        E 2  /D- OPO   ứ   e e eltA đ      ể  t   bằ     ả  ứ   P R.    bào E. coli 
B 21 (DE3) d     t    đ             và    yể             ấy t o           t       B      
b       1   µ /        y      ả  ứ          ote   v   1  M IP   (B oR d) ở 3  °C (OD600 = 
   )      2   vò  /  út. S  b ể             ote     -  đ      ể  t   t ê   e   o y   y    de 1  
     b       SDS.  
  t   ả đ    d  SDS   o t ấy     t bă     ote   đ   x ất      ở v  t     oả   3   D  ở 
    đ     ả  ứ   và    đ           ề              t         .   t   ả t           ote   d    
    bằ   P oBo dTM P   f   t o  Sy te    t (I v t o e   US )  ũ     o  t bă     ote   d y 
  ất  đ   v        t     t     t  (      ).    v y     t ể   ẳ   đ     e e eltA          t  E. 
coli   y t ê    ảy ở     đã đ    b ể       t à        và đ       .  
 
Hình 7. Ả   đ    d  t ă  dò   ả  ă   b ể             ote   tá  t        -  và   ả  ă     ê    t   ữ  
đ    6x    v        tử  2+ t ê   e  SDS – P  E 1  . M:            t             ote   (1 -170 kDa). 1-
5: E. coli B 21 tá  t       ả  ứ   v   1 M IP        á        á        6- :   ote   tá  t        -A sau 
     y   ả            t        




4 Kế  l ận 
  ú   t   đã t o dò   và b ể       t à         e e ã     t ể             đ   t       
    t (  )     E. coli   y t ê    ảy ở     t o   t  bào E. coli BL21(DE3).  o    e e eltA          
t   D  t           E. coli         t         b   t     đ          o v   t     t  đã đ         
b  t ê   e B    ( ã     e B      1   .1).  o    e e  ã       o t ể         đ   t        
     t       6 b   t o    ỗ   o y e t de       ề  dà  2       o    d và    đ  t     đ         
v   t     t       b  t ê   e B    ( ã       246  .1). P    t    đ    d  SDS   o t ấy   ote   
d        6x   -LT-                     tử   oả   3   D .  
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CLONING AND EXPRESSION OF eltA GENE  
OF E. COLI CAUSING DIARRHEA IN PIGS 
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Abstract: In this study, we cloned and expressed a gene coding for the sub-unit A of a heat-labile toxin 
(LT) of E. coli in competent cells of E. coli BL21 (DE3). The eltA gene isolated from the total DNA of E. coli 
from pig feces with diarrhea has a length of 798 bp, which has 99 % of similarity to the eltA gene in the 
GenBank (accession number: K01995.1), in which the gene coding for sub-unit A of LT is 777 bp in length, 
encoding a polypeptide chain with 258 amino acid residues, which has 98 % of similarity to the 
polypeptide chain in the GenBank (accession number: AAA24685.1). The SDS electrophoresis showed that 
fusion protein 6xHis-LT-A  has a molecular weight of around 30 kDa.  
Keywords: eltA, LT, heat-labile toxin, E. coli 
 
 
